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VECTEURS ADENOVIRAL D'ORIGINE ANIMALE ET UTILISATION EN THERAPIE GENIQUE, 

La presente invention conceme de nouveaux vecteurs viraux, leur preparation 
et leur utiusation en therapie genique. Elle conceme egalement les compositions 
phannaceutiques contenant lesdits vecteurs viraux. Plus particulierement, la presente 
invention conceme Utilisation d'adenovirus recombinants d'origine animale comme 
vecteurs pour la therapie genique. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anormalite 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction dW information genetique 
dans la cellule ou l'organe affecte. Cette information genetique peut etre introduite soil 
in vitro dans une cellule extraite de l'organe, la cellule modifiee etant alors reintroduite 
dans 1'organisme, soit directement in vivo dans le tissu approprie. Dans ce second cas 
duTerentes techniques existent, parmi lesquelles des techniques diverses de transfection 
unpliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et al., J.Virol. 1 
(1967) 891), d'ADN et de protemes nucteaires (Kaneda et al., Science 243 (1989) 
375), d'ADN et de Upides (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), 1'emploi de 
liposomes (Fraley et al., J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431), etc. Pius recemment 
1'emploi de virus comme vecteurs pour le transfer! de genes est apparu comme une 
alternative prometteuse a ces techniques physiques de transfection. A cet egard 
differents virus ont ete testis pour leur capacite a infecter certaines populations 
cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, etc), le virus HSV, les 
virus adeno-associes, et les adenovirus. 

Parmi ces virus, les adenovirus presented certaines proprietes interessantes 
pour une utilisation en therapie genique. Notamment, Us ont un spectre d'hote assez 
large, sont capables d'infecter des cellules quiescentes, et Us ne s'integrent pas au 
genome de la cellule infectee. Pour ces raisons, les adenovirus ont deja ete utilises 
pour le transfert de genes in vivo. A cet effet, differents vedeurs derives des 
adenovirus ont 6te prepares, incorporant differents genes (0-gal, OTC, a-lAT, 
cytokines, etc). Tous les vecteurs derives des adenovirus decrits dans l'art anteneur en 
vue dto utilisation en therapie genique chez I'homme ont jusqu'a pr&ent ete prepares 
a partir d'adenovirus d'origine humaine. Ceux-ci semblaient en effet les plus appropries 
pour une telle utilisation. Pour limiter les risques de multipUcation et la formation de 
particules infectieuses in vivo, les adenovirus utilises sont generalement modifies de 
maniere a les rendre incapables de replication dans la ceUule infects. Ainsi, les 
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, . ^ fa ™ ,d<,n *■* " to*""*- *ad*ovin.s 

~ de h „ise . cadence que les ^3 
capable* dmfccttr «c un. g™de efficaci,, les cellules tontines. Ltovemion repose 
<■*-. *idenee que les adeno™ ^origin, antaale 

* * proper dans I. cdades humataes dans lesqueues ils on, M teM<s . 

naUemen, par des adenowus d'origtoe hnnaine, ce qui elinune 

de reason « de propagation in vivo, . p,^ d J*, J™ 
toman, pou™, conduu, 4 ta fc nDatio „ dtole parf^ 

son, done parpen, ava^ageux puisque , K ^ ^ , 
uataaon de ™us con™e veefcurs en .herapie g«oue «, que ,„ pa ,„ ogfaici „ „ 
■«— * U rtpuc^on, la reeon-btaaiso,. elc „„, ^ ^ 

La presente invention foumh ainsi des vectors vinuK puticulierenien, 

<Un prenaer objet de la presente tavendon concern, done IWlisMion dto 
•denov™ recombnun, d'origi M antad. me. „ ^ 
pour h prepa^on dtae conposMon phannaceutique desunee au wJL 
therapeuuque «/ou chirurgical du corps humain. 

Les adenovirus d'origine anhmle ouiisables dans le cadre de ia presente 
~ peuven, &re d'origine dive.es, a rexeluaion des adenovirus hunls. Les 
adenovirus humarns son, ceux nataellernem ^ 
design&parletermeHAdouAd. 

En particulier, les adenovims d'origine animale utilisables dans le cadre de la 
presente invention peuvent etre d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, 
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Beard et al., Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne 
(exemple : SAV). 

Plus particulierement, parmi les adenovirus aviaires, on peut citer les 
s&otypes 1 k 10 accessaries k TATCC, comme par exemple les souches Phelps (ATCC 
5 VR-432), Fontes (ATCC VR-280), P7-A (ATCC VR-827), IBH-2A (ATCC VR- 
828), J2-A (ATCC VR-829), T8-A (ATCC VR-830), K-ll (ATCC VR-921) ou 
encore les souches r6ferenc6es ATCC VR-831 k 835. Parmi les adenovirus bovins, on 
peut utiliser les differents serotypes connus, et notamment ceux disponibles k 1'ATCC 
(types 1 k 8) sous les rtffcrencesATCC VR-313, 314, 639-642, 768 et 769. On peut 
10 6galement citer les adenovirus murins EL (ATCC VR-550) et E20308 (ATCC VR- 
528) ; l'adenovirus ovin type 5 (ATCC VR-1343), ou type 6 (ATCC VR-1340); 
l'adenovirus porcin 5359), ou les adenovirus simiens tels que notamment les 
adenovirus rtferenc6e a TATCC sous les numeros VR-591-594, 941-943, 195-203, 
etc. 

15 De preference, on utilise dans le cadre de l'invention des adenovirus d'origine 

canine, et notamment toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 
A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. Les adenovirus canins ont fait 1'objet de 
nombreuses etudes structurales. Ainsi, des cartes de restriction completes des 
adenovirus CAV1 et CAV2 ont ete decrites dans Tart ant&ieur (Spibey et al, J. Gen. 

20 Virol. 70 (1989) 165), et les genes El a, E3 ainsi que les s&juences ITR ont ete clones 
et sequences (voir notamment Spibey et al., Virus Res. 14 (1989) 241; Linne, Virus 
Res. 23 (1992) 119, WO 91/11525). Par ailleurs, les adenovirus canins ont dijk 6t6 
utilises pour la preparation de vaccins destines k immuniser les chiens contre la rage, 
les parvovirus, etc (WO 91/1 1525). Cependant, jusqu'a present, la possibility d'utiiiser 

25 ces adenovirus pour une thdrapie g&iique chez rhomme n'a jamais 6t6 sugg£r£e dans 
Tart anterieur. De plus, les interets d*une telle utilisation n'avaient jamais 6te mesur^s. 

Les adenovirus utilises dans le cadre de l'invention doivent de preference etre 
dtfectifs, c'est-a-dire incapables de se propager de fafon autonome dans Torganisme 
dans lequel Lis sont adrninistres. Comme indiqu6 plus haut, la demanderesse a montre 

30 que les adenovirus d'origine animale sont capables d'infecter les cellules humaines, 
mais pas de s'y propager. En ce sens, Us sont done naturellement defectifs chez 
1'homme et, contrairement a Utilisation d'adenovirus humains, ne necessitent pas de 
modification genetique a cet egard. Toutefois, le caractere dtfectif de ces adenovirus 
peut £tre amplifie par des modifications genetiques du genome, et notamment par 

35 modification des sequences necessaires a la replication dudit virus dans les cellules. 
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un mutant d"une proteine cellulaire, ayant une stability accrue, une activite modifiee, 
etc. Le produit prot&que peut egalement etre h&erologue vis-i-vis de ia cellule cible. 
Dans ce cas, une proline exprimee peut par exemple completer ou apporter une 
activity ddficiente dans la cellule lui permettant de lutter contre une pathologic 
5 Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 

titer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines, interferons, etc (FR 9203120), les facteurs de croissance, 
les neurotransmetteurs ou leurs pr^curseurs ou enzymes de synthese, les facteurs 
trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, etc; les 
10 apolipoprot&nes : ApoAI, ApoATV, ApoE, etc (FR 93 0S12S), la dystrophine ou une 
minidystrophine (FR 9111947), les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, RaplA, 
DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les genes codant pour des facteurs impliques dans la 
coagulation : Facteurs W, Vm, IX, etc. 

Le gene therapeutique peut egalement etre un gene ou une sequence antisens, 
15 dont l'expression dans la cellule cible permet de controler l'expression de g£nes ou la 
transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent par exemple etre 
transcrites, dans la cellule cible, en ARN complementaires d'ARNm cellulaires et 
bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique decrite dans le brevet EP 
140 308. 

20 Comme indiqu6 plus haut, la sequence d'ADN heterologue peut egalement 

comporter un ou plusieurs genes codant pour un peptide antigenique, capable de 
gendrer chez Thomme une r^ponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en 
oeuvre, l'invention permet done la realisation de vaccins permettant d'immuniser 
l'homme, notamment contre des microorganismes ou des vims. II peut s'agir 

25 notamment de peptides antigeniques specifiques du virus d'epstein barr, du virus de 
rhepatite B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques de 
tumeurs (EP 259 212). 

Generalement, la sequence d'ADN heterologue comprend egalement des 
sequences permettant ('expression du gene therapeutique et/ou du gene codant pour le 
30 peptide antig&iique dans la cellule infectee. II peut s'agir des sequences qui sont 
naturellement responsables de l'expression du gene considere lorsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. II peut egalement s'agir de 
sequences d'origine differente (responsables de l'expression d'autres proteines, ou 
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meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes 
eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un virus, y compris I'addnovirus utilise. A cet egard, 
5 on peut citer par exemple les promoteurs des genes E1A, MLP, CMV, RSV, etc. En 
outre, ces sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences 
d'activation, de regulation, etc. Par ailleurs, lorsque le gine insert ne comporte pas de 
sequences d'expression, il peut etre insere dans le genome du virus defectif en aval 
d*une telle sequence. 

10 Par ailleurs, la sequence d'ADN heterologue peut egalement comporter, en 

particulier en amont du gene therapeutique, une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synth6tis6 dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence 
signal peut etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut 
egalement s'agir de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal 

15 artificielle. 

Les adenovirus dtfectifs selon ('invention peuvent etre prepares par toute 
technique connue de 1'homme du metier. En particulier, ils peuvent etre prepares selon 
le protocole decrit dans la demande WO 91/11525. La technique classique de 
preparation repose sur la recombinaison homologue entre un adenovirus animal et un 

20 plasmide portant entre autre la sequence d'ADN hetdrologue que Ton desire insurer. La 
recombinaison homologue se produit apres co-transfection desdits adenovirus et 
plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de 
prdf^rence etre transformable par lesdits elements, et, dans la cas ou Ton utilise un 
adenovirus d'origine animale modifie, la lignee cellulaire peut si necessaire comporter 

25 des sequences capables de complementer la partie du genome de l'adenovirus defectif, 
de preference sous forme integree pour eviter les risques de recombinaison. A titre 
d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee de cellules renales de levrier GHK 
(Flow laboratories) ou la la lignee cellulaire MDCK. Les conditions de culture des 
cellules et de preparation des virus ou de 1'ADN viral ont egalement ete decrites dans 

30 la litterature (voir notamment Macatney et al., Science 44 (1988) 9; Fowlkes et al, J. 
Mol. Biol. 132 (1979) 163). 

Ensuite, les vecteurs qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon les 
techniques classiques de biologie moleculaire. 



WO 94/26914 



PCT/FH94/00531 



20 



25 



30 



L'invention a egalement pour obiet tout*. ,.«-,•• 

Too™ ph™.^,^ de rinveM * ^£r**» »*-»■ 

•aniniaralion par voie tooiou. «™u formulees en vue dtae 

P-nicuHer d« solution LTZJ" " <*" ** « 

toooiouas, oo da composition ST ^ m8e! * ** ««K 

— i. « a. «2LTdt ^ rT" ,WMis<e! ' •» «*■*■ 

"lu.&tajaoables " f "" s " >1< *'"«. P««« h coMiorfoo da 

«*«**. Dta. manjara J£Z , . "■««•* U dura, do «»««„, 

cellulaire aporoDrite * m « - determine par infection d'une culture 

r re r ^ * 

«>« bi«, docomamaas dans la mutam. * !0 " , ° < " , 

« dasordras de la coagotaoooTsTw' V' - le! PMholo8ies 



WO 94/26914 



PC17FR94/00531 



8 



10 



15 



20 



25 



30 



La presente invention sera plus complement dScrite a 1'aide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consider* comme illustratifs et non limitatifs. 

Figure 1 : Carte de restriction de l'adenovinis CAV2 souche Manhattan (d'apres 
Spibeyetalprecite). H 
Figure 2 : Carte des plasmides pi, p2 (figure 2a) et p3 (figure 2b). 
Figure 3 : Strategic de construction d«un adenovirus canin recombinant contenant une 
sequence d'ADN h&erologue. 

Technimiw oftifr-i., rtf tf nllt9ill mftUf 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extracts preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de c&ium, 1'electrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide la 
punficat.on de fragments d'ADN par electrocution, les extraction de proteines'au 
phenol ou au phenol^hloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
lethanol ou de I'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc .. sont bien 
connues de 1'homme de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis 
T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory 
Cold Spring Harbor, N.Y.. 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current Protocols in 
Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
d ongine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

four les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a 1'ethanol puis incubes en presence de I'ADN 
Iigase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseiir. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectue par le 
fragment de Klenow de I'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
du fourrusseur. La destruction des extremitis 3' proeminentes est effectuee en presence 
de 1ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilise selon les recommandations du 
fabncant. La destruction des extremites 5' proeminentes est effectuee par un traitement 
menage par la nuclease Si. 
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effectuee en utiUsant un "DNA thermal cyc^^T "* *" 

specifications dufabricant ™" Ehner Ce ^> selon Ies 
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La verification des sequences nucleotidiques oeut to™ ^ . 

par Sang e r et a,. fProc Na, aJ sI^T^Z^T' 
uulisant le kit distribue oar yb^ ^ 24 ° 977) 5463 -5467] en 



15 



utilisant le kit distribue par Amersham. 

^:i^r ,a des **- — (— ) 

El.l. Lignees cellulaires utilise 

20 

Dans M exemple, Ies lignees cellulaires suivantes ont « utilisees : 

0977) 59) L tt d r emb ' y0imire hUmain 293 (°n*am et al., J. Gen. Viro, 36 
■* 59 >- ^nee contient notamment inteWe A,„e * \ 

- Lignee de cellules humaines KB : Issue d'un carannm* a--^ • ■_ 
- — 1 ''ATCC (ref CCLI7) iZTZS^T 

permettant sa culture. ( ^ ""■ que les editions 

MDCKont^n/r 1111165 "** : ^ 00BdM « de «*« des cellules 

MDCKontetedecntesnotammentparMacatneyetal., Science 44 (1988) 9. 

35 E1.2. Infection 
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^cellules ^des lignees celulaires mentionnees ci-dessus ont ete infectees par 

U1 ^ eeS 8 f • r ^ats obtenus montrent que toutes ces lign^ 

cenula.es pr&entent de I'ADN de CAV2 dans leurs noy^ce qui dlZSE 
infectabilitd paries adenovirus canins. qui aemontre leur 

10 

h E ir«r M * propas " i ° n dB ' d4,,ovin,! — — *• cdiuies 

,« , „ , C " otem P fe,1<mo "" quelesadeno»in.scanins, bid, que capable* dlnfccter 
Aprts Wection des cellules selon I'exemple 1, la quart,. d'ADN de CAV2 a 

•Ada KB « 293, demomran, ™ abac*, .ottl. d e replication de CAV2 dans ces 

vim de CAV2 est observee. Cependam, le dosage de la formation de 
phones ™*« — P-Pagata deCAV2 n.se prc^Td! £ 

* cdlufes tarnanes 293, KB etHela, mais unique .tans U ligoe. cLe Mk£ U 

™ »" ^f**-*-^ « infection des ceHu.es 2£ tTt 
ITT" !T ^ da,B ' B CODdWOnS **• '——•'■ilk-. <TZ£ 

^^^^P^^'virale.eolieudMslescelluleshumajnes 

Ces resuBas mom™, clairemen, qu. les adenovirus canins son. incapable* 
tlesepropager dans les cellules humaines. «c»P>Dles 

E3. Mis. e. evidence de rat-,. de ^.^^^ ia 
35 canins par les adenovirus humains. 
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humains. ^mpiementee par la presence d'adenovirus 

5 

Les cellules des lignees humaines 293 KB et Hela «♦ , ,■ , 
MDCK ont ete electees par Tadenovirus C^eTr", u ^ ^ 

presence d'ADN viral (can* et hu main) ZesZ^ZT T ^ 

K IC5 cvenruels vims issus des cellules KB oqi u i j * 
W. CnM™*.., <l'p» e b.n,ue d'ADN g4n „ mi , oe de ^ 

« E1B de CAV2 C«» B^i^T^T ^ «"»«"ivem«« 1« gines E IA 

*-»SS5r conan,aion * *■ «* 

30 E5. Construction d'adtaovimc r*»* m K- 

'•interIe U ki„e.2 S ousco„7r e T reC ° mb,nantS Canins P°"»" «e gene de 
w sous wntrtle du promoteur MLP d'Ad2. 

Deux strategies de construction d'adenovirus recnmhin^,, 
gene de l'interleukine-3 «o,,c ♦ «, , aenovirus recomb,nants canins portant le 

35 elaborees. ° U Pr ° m ° teur d ' Ad2 ""main ont ete 
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E5.1. La premiere consiste en IWion de la sequence d'ADN heterologue 
decree (promoteur MLP - gene de l'mterieu.cine-2) entre ,a region E4 et Iimtl 
du genome enaer de CAV2, au niveau du site de restriction Smal. La constru^ 

5 un plasm.de portant la sequence d'ADN heterologue desire, et le genome de CAV2 
Les p lasnudes utilises pour 1'obtention des adenovirus recombinants portant le gene de 

r;;r;; re r — du ~ ^ ~ — * > 

10 de CAV^f" ^ ^ P 1 est obte *» clonage du fragment Sail B 

le plasm.de P Gem3Zff (Promega), le site Smal est unique sur p 1 • 

- la sequence d'ADN heterologue (promoteur MLP - gene de l'interleukine-2) 
est mtrodu, e au mveau du site Smal du plasmide pi pour generer le plasmide P 2- et 

15 B e„ omin " , 8,1,6,11 ^ ^ 16 fragment PstI D "e la banque 

15 g nom^que et portant une partie du gene E3 est ensuite clone au site correspond!* 

dans P 2 pour generer le plasmide p3 (figure 2). 

Les plasmides ainsi obtenus sont utilises pour preparer les adenovirus 
recombmants, selon les deux protocol suivants (voir figure 3) • 

20 CAV2 ° n 7*° dU P,aSmide P2 *** Par Saa au Sail A de 

Ct ^ produit de ligation dans les cellules MDCK (figure 3a) 

b) Recombinaison entre le plasmide P 3 et le fragment Sail A de CAV2 apres 
. ransfecon dans les cellu.es MDCK (figure 3b). Les adenovin* recombinants 

2S ^ CnSU,te iSO, ' S Ct Se, ° n teC,miqUeS — " de *~ du 

\ Ces manipulations permettent la constmction d'adenovirus recombinants 
-» portant le gene de l'interleukine-2, utilisables pour ,e transfert de ce £ 
therapeutique chez I'homme (figure 3). 8 



30 



35 



~n , • SCCOnde * borte rep0se sur rutiIisati O" ^ la lignee 

cellule MDCK exprimant constitutivement les genes E1A et E1B de CAV2 

ZTL^ H Ctte Ue 7' Pem,et " ^ ^ «~«*^ des adenovirus 
canms d let*s de ces reg,ons, et ainsi, la construction de virus recombinants dans 
Usquels la sequence d'ADN heterologue est substituee a la region El. Pour cela, un 
plasm.de comportant 1'extremite gauche (sequence ITR et sequence d'encapsidation) 
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du gdnome de CAV2 et la seauence d'Anw 

Adenovirus CAV, ^^^2^^**™ 
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REVENDICAHONS 

5 2. Utilisation selon la revendication 1 oour U nr ^^- * 

P^^edest^t^^ 

3. Utilisation selon la revendication 1 pour la preparation d'un vaccin. 

4. Utilisation selon la revendication 2 caractiri^ - 

6. Utilisation selon Tune des revendication* l » < 

1'^ovirus est choisipanniles adenovirus an^TZn ** " " *" 

simien. ^ ^ munn . ovin, porcin, aviaire et 

" un adeno^!^ 6 ™* - " «" est 

canin, de preference cho.s. parm, les souches de .'adenovirus CAV-2. 

8. Utilisation selon tone des revendication* m 

•**jjLisr" ~ w -* — » - — - - 

11. Adenovi^s selon la revendicaion 10 caracteme en ce „„. ,. • 
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13. Adenovirus selon les revendications 10 a 12 caracterise en ce qu'il 
comprend egalement des sequences signal permettant d'induire une secretion du 
produit d'expressrion du gene therapeutique. 

< „ ^ - 14 ' Ad&0vims 8610,1 les revendications 10 a 13 caracterise en ce que 
5 l adenovuus est choisi parmi l es adenovirus canin, bovin, murin, ovin, porcin, aviaire et 

sinuen. 

15. Adenovirus selon la revendication 14 caracterisee en ce que radenovirus 
est un adenowus canin, de preference choisi parmi les souches de I'adenovirus CAV- 

10 16. Adenovirus selon rune des revendications 10 a 15 caracterise en ce que 

son genome est depourvu au moins des sequences necessaires a la replication. 

17. Adenovirus selon la revendication 16 caracterise en ce qu'il comprend des 
regions dun autre adenovirus animal ou humain. 

, 5 C ° mp0Siti0n P^^tique comprenant un ou plusieurs adenovirus 

15 selon Tune des revendications 1 0 a 1 7. 
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figure 1 
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Figure 2a 
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Figure 2b 
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Transfection dans 
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ADN Heterology 
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Figure 3a 
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